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(54) Title: PROCESS FOR COUPLING CARBOHYDRATES TO SUBSTRATES 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM KOPPELN VON KOHLENHYDRATEN AN TRAGER 



(57) Abstract 



A process is prepared for coupling carbohydrates or compounds containing a carbohydrate unit to substrates, especially 
proteins. In this process, use is made in the first stage of a carbohydrate having a free or hemiacetaliy bonded aldehyde group, or 
a compound whose carbohydrate unit has such an aldehyde group. This aldehyde group is reductively aminated. Via the amino 
group thus introduced into the carbohydrate or carbohydrate unit, an organic coupling component bearing a thiol group is 
bonded so as to form a carbohydrate-coupling component conjugate. The carbohydrate-coupling component conjugate thus 
formed is coupled in a second stage via the thiol group to a couplable substrate so that the conjugate is covalently bonded to the 
substrate via a disulphide group or a thioether bridge. The modified substrates of the invention to which a carbohydrate is cou- 
pled can be used for immunological purposes, in biochemical analysis and in patho-biochemistry. 

(57) Zusammenfassang 

Es wird ein Verfahren zum Koppeln von Kohlenhydraten oder Verbindungen, die eine Kohlenhydrateinheit enthalten, an 
Trager, insbesondere Proteine, bereitgestellt. Bei diesem Verfahren wird in der ersten Stufe ein Kohlenhydrat, das Qber eine freie 
oder halbacetaiisch gebundene Aldehydgruppe verfQgt, oder eine Verbindung eingesetzt, deren Kohlenhydrateinheit eine derarti- 
ge Aldehydgruppe besitzt. Diese Aldehydgruppe wird reduktiv aminierL Ober die dabei in das Kohlenhydrat oder die Kohlenhy- 
drateinheit eingefuhrte Aminogruppe wird ein eine Thiolgruppe tragendes organisches Kopplungsglied daran gebunden, wobei 
ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat gebildet wird. Das so entstandene Kohlenhydrat- Kopplungsglied- Konjugat wird 
Ober die Thiolgruppe in einer zweiten Stufe an einen Kopplungsfahigen Trager gekoppelt, so daB das Konjugat fiber eine Disul- 
fidgruppe oder eine ThioetherbrOcke kovalent an den Trager gebunden wird. Die erfmdungsgemaB modifizierten Trager, an die 
ein Kohlenhydrat gekoppelt wurde, kCnnen fur immunologische Zwecke, in der biochemischen Analytik und in der Pathobioche- 
mie eingesetzt werden. 
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Verfahren zum Koppeln von Kohienhydraten an Trager 



10 BE S CHRE I BUNG 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Koppeln von Kohienhy- 
draten, die iiber eine freie oder halbacetalisch gebundene 
Aldehydgruppe verfiigen, an Trager, insbesondere Proteine. 

Haufig besteht der Wunsch danach, Kohlenhydrate oder Kohlen- 
15 hydratstrukturen an einen Trager koppeln zu konnen. Bei diesem 
Trager handelt es sich beispielsweise urn Proteine. 

Bei den bisher bekannten Verfahren sind die Ausbeuten jedoch 
gering. Zudem ist die Auftrennung der erhaltenen Komponenten 
haufig schwierig. Es besteht daher derzeit noch kein effizien- 
20 tes und einfach durchzuf iihrendes Verfahren zur Anbindung von 
Kohienhydraten oder von eine Kohlenhydrateinheit aufweisenden 
Verbindungen an Proteine und andere Trager. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein einf aches Kopp- 
lungsverf ahren zur Anbindung von Kohienhydraten oder Kohlen- 
25 hydratstrukturen an Proteine und andere Trager bereitzu- 
stellen . 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Lehre des Anspruchs 1 . 

Beim erf indungsgexnaBen Verfahrens setzt man somit ein Kohlen- 
hydrat » das iiber eine freie oder halbacetalisch gebundene 
30 Aldehydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung ein, die eine 
Kohlenhydrateinheit mit einer derartigen Aldehydgruppe 
besitzt . 
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Der Kern des erf indungsgemafien Verfahrens besteht darin, daB 
man diese Aldehydgruppe reduktiv aminiert und die dabei in das 
Kohlenhydrat oder in die Kohlenhydrateinheit eingefiihrte 
Aminogruppe an ein eine Thiol-Gruppe iragendes, organisches 
5 Kopplungsglied binder, wobei ein Kohlenhydrat-Kopplungsglied- 
Konjugar gebildet wird. Diese Umsetzung kann man in einem oder 
zwei Schritten durchfiihren. 

Bei der Umsetzung in zwei Schritten reduziert man im ersten 
Schritt die Carbonylgruppe zu einer -CH2 -NH2 -Gruppe (reduktive 

10 Aminierung). Die redulrtive Aminierung fiihrt man vorzugsweise 
in Anwesenheit einer Quelle fiir Ammoniumionen durch, bei- 
spielsweise Ammoniumsalzen oder wassrigem Ammoniak. Als 
Ammoniumsalze setzt man dabei vorzugsweise solche ein, die 
ieicht sauer (pH 4-7). reagieren, beispielsweise Ammonium- 

15 chlorid und -acetat . 

Bei der reduktiven Aminierung arbeitet man vorzugsweise im 
leicht saurem Milieu ( pH 4-7). 

Im AnschluB an die reduktive Aminierung amidien man dann die 
so erhaltene -CH2 -NH2 -Gruppe unter Einfuhrung einer eine 
20 Thiol-Gruppe tragenden Gruppe der folgenden Formel: 

- CH2 - NH - C{0) - CH2 - Alki - Ph - Alta - SH 

worin Alki und Alkz unabhangig voneinander fiir eine direkte 
3indung oder fiir eine gerade oder verzweigte Alkyien-Gruppe 
mit 1 bis 20 C-Atomen, insbesondere 1 bis 6 C-Atomen und wei- 

25 terhin insbesondere 1 bis 4 C-Atomen, stehen, wobei die Summe 
der C-Atome in den Alkylen-Gruppen < 20 ist und die Alkylen- 
Gruppen unabhangig voneinander durch Halogen und -NO2 mono- 
oder poiysubstituiert sein konnen, Ph fiir eine direkte Bindung 
oder ein Phenylen-Gruppe stent, wobei die Phenylen-Gruppe 

30 durch Halogen, -NO2 oder eine Ci -Ce Alkyl-Gruppe mono- oder 
poiysubstituiert sein kann. 

Diese Amidierung kann man beispielsweise gemaB der von J. 
Carlson et al im Biochemical Journal 1978, 173 , S- 723 - 737 
beschriebenen Arbeitsweise durchfiihren. Vorzugsweise setzt man 



WO 92/12995 



PCT/EP91/01916 



riabei SPDP ( N-Succinimidyi-3- ( 2-pyridyldithio )propionat ) eir*. 
3ei Verwendung von SPDP iiberfiihrt man die -CH2 -NH2 -Gruppe in 
eine CH2 -NH-C( O )-CHz -CH2 -SH-Gruppe . Ersetzt man im SPDP- 
Molekiii die -CH2 -CH2 -Einheit (die Formel von SPDP ist in den 
£ 3eispielen gezeigt ) durch eine oben beschriebene 

- CH2 - Alki - Ph - Alk2 - Einheit, dann kann man mir dem so 
modif izierten Molekiil die -CH2 -NH2 -Gruppe in die anderen oben 
naher erlauterten, eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppen der 
folgenden Formel 
10 - CH2 - NH - C(O) ~- CH2 - Alki - Ph - Alk2 - SH 

iiberf iihren. 

Die mit Hilfe von SPDP durchgef iihrte Umsetzung ist im nachste- 
henden Reaktionsschema naher erlautert . 

E-,con<, 




2./3. Zeile von Schema 

— . 1 




OH, 



Wie aus obigem Reaktionsschema ersichtlich isi, setzt man bei 
der Amidierung auch ein mildes Reduktionsmittel, beispieis- 
25 weise Mercaptoethanol oder DTT { Dithioerythr it ) , ein, um die 
bei der Amidierung eingefiihrte Sulfhydryl gruppe in der redu- 
zierten Form zu erhalten bzv. zu halten. 

Bei den im oben gezeigten Reaktionsschema aufgefiihrten Resien 
Ri bis R2 kann es sich um beiiebige Reste und um fiir Kohl en- 
30 hydrate bzv. Kohlenhydrateinheiten iibliche Reste handein. 
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Bei cier oben beschriebenen. aus :we: Schritten besxehenden 
Umsetzung erhali man dann ein Kohienhydrax-Koppiungsgiiec-Hon- 
jagai. Das Kohienhydrax kann dann, vie weiter unten naher 
eriauiert is", iiber das eingefiihrte Kopplungsglied an einer. 
c Trager gebunden werden. 

Ein derartiges Kohl enhydrat-Kopplung sglieri-Kon jug ar kann man 
auch in einer einstufigen umsetzung erhalten. Dazu sexzx man 
das Kohienhydrax bzw. die ein Kohlenhydrat enthaltende Verbin- 
dung an einer sowohi eine Thioi-Gruppe ais auch eine Amino- 

10 Gruppe tragenden, organischen, ais Kopplungsglied fungierenden 
Verbindung unter redukt iver Aminierung der Aldehyd-Gruppe 
durch diese Aminogruppe urn, Somit f index auch in diesem Fa^.. 
eine redukxive Aminierung der Aldehyd-Gruppe des Kohienhydrats 
bzv. der Kohlenhydrateinheix szatt. Da die Aminogruppe jedoch 

15 an eine organische Molekiileinheix -gebunden ist, vird diese 
Mciekuleinheit gleichzeixig mix in das Kohienhydrax einge- 
fiihrx. Vorzugsweise sexzx man dabei eine Verbindung der ioi- 
genden ailgemeinen Formel I ein: 

■EtaN-B-SH (I) 

20 worin B eine divalenxe organische Moiekiileinheit bedeuxex, die 
sowohi die genannte Aminogruppe ais auch die genannte Thioj.- 
Gruppe tragi una ais- Spacer-Zinheit dienx. Man kann auch em 
Dimeres dieser Verbindung der ailgemeinen Forme! I zur Anwen- 
ciung bringen. Am meisxen bevorzugx setzt man Cysteamin, insbe- 

25 sondere in Form eines Kydrochlorids , ein. 

Diese aus einem Schritt besxehende Umsetzung ist im nacaste- 
henden Reaktionsschema unter Verwendung von Cysteamin eriau- 
tert. Die Darsxellung anhand der Umsetzung mit Cysteamin 
geschieht lediglich aus Zwecken der einfacheren Darstellbar- 
30 keix una soli keine Beschrankung darstellen. 
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HCi-NH-(CH2 )2SK 

i 

H-C 2 -OR4 

t 

R3 O-C 3 -H 

I 

H-C 4 -ORs 

HO-C 5 -E 
I 

CH2 ORi 




In der ersten Stufe des erf indungsgenaBen Verfahrens und soma' 
sovohl in der oben beschriebenen Umsetzung in einem Schrizz 
als auch in der Umsetzung in zwei Schritten wird die Carbonyl- 

30 Gruppe durch eine Amino-Gruppe redufctiv aminiert. Die Amino- 
Gruppe kann dabei als_ freie Ami no -Gruppe oder als eine an eine 
organische Molekiiieinheiz gebundene Gruppe eingefiihrz werden. 
Im Falle der freien Amino— Gruppe amidierz man diese unrer Zin- 
fuhrung einer eine Thiol-Gruppe aufweisenden Gruppe. Diese 

25 Gruppe b2v. Molekiileinheit dient als Spacer-Iiaheit und tragt 
eine Thiol-Gruppe, fiber die das erhaltene Kohlenhydrax- 
Kopplungsgiied-Eonjugat {wird nachstehend erlautert) an einen 
Trager gekoppelt wird. Diese Spacer-Einheii dient somit als 
Kopplungsglied des Kohlenhydrats an einen Trager. 

40 Mir dem erf indungsgemaBen Verfahren wird somit in der ersten 
Stufe eine freie -SH-Gruppe in das Kohlenhydrat bzv. ir. die 
Kohienhydrateinheit eingefuhrt . 

Wird die erste Stufe des erf indungsgemaBen Verfahrens in zwei 
Schritten durchgef iihrz , dann wird die Einfiihrung eines basi- 
4 5 schen Zentrums in das Kohlenhydrat bzv . in die Kohier.- 
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hydrateinheit am anomeren Kohlenstoffatom vermieden. Die ia 
ersten Schritt erhaitenen reduktiv aminierten Kohlenhydrate 
konnen ciurch Ge 1 c hromat o g raphi e isoliert werrien. 

Hit ciem erf indungsgemaBen Verfahren kanri eine Thiol-Gruppe 
5 nicht nur in "normale" Kohlenhydrate , berspielsweise Mono- 
saccharide, Disaccharide und Oligosaccharide, sondern in alle 
soiche Verbindungen eingefiihrt werden, die eine Kohlenhydrat- 
struktur besitzen, sofern das Kohlenhydrat oder die Kohlen- 
hydratstrukiur bzw. -einheit eine freie oder halbacetalisch 
10 gebundene Aldehydgruppe besitzt. Diese Aldehydgruppe kann sich 
im iibrigen auch in einer Seitenkette des Kohlenhydxats befin- 
den. Auch kann diese Aldehydgruppe eingefiihrt sein, beispiels- 
weise durch Oxidation. Entscheidend ist lediglich, daB diese 
Aldehydgruppe in der Lage ist, durch die Amino -Gruppe der als 
15 Kopplungsglied eingesetzten Verbindung reduktiv aminiert zu 
werden, wobei sich eine -CH2 -NH-Bindung bildet. 

Als Verbindungen fur die Umsetzung in einem Schritt, die als 
Kopplungsglied fungieren konnen und sowohl eine Thiol-Gruppe 
als auch eine Amino-Gruppe tragen, konnen die vielf altigsten 

20 Verbindungen eingesetzt werden. Dies hat seine Ursache darin, 
dafl die organische Molekiileinheit zwischen der Amino-Gruppe 
und der Thiol-Gruppe lediglich als Spacereinheit oder als 
"Abstandseinheit" dlent. ZweckmaBigerweise setzt man eine mdg- 
lichst inerte Spacereinheit ( beispielsweise eine Alkylengruppe 

25 mit 1 bis 20, insbesondere 2 bis 6 Kohlenstof f atomen ) ein. Die 
Spacereinheit kann jedoch auch eine oder mehrere funktionelle 
Gruppen tragen, Diese sollten natiirlich die bei dem erf in- 
dungsgemaBen Verfahren stattf indenden Reaktionen nicht storen. 

Zs ist im iibrigen auch moglich, ein Dimeres der als Kopplungs- 
30 glied dienenden Verbindung zur Anwendung zu bringen. In diesem 
Fall haben die beiden Thiol-Gruppen von zwei derartigen 
Verbindungen eine Disulf idbriicke gebildet, die im AnschluB an 
die reduktive Aminierung aufgespalten wird.- 

Die erste Stufe des erf indungsgemaBen Verfahrens fiihrt man 
25 zweckmaBigerweise in einem Ldsungsmittel durch, in dem das 
Kohienhydrat loslich ist. 
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Zs darf an ciieser Srelle darauf hingewiesen werden t dafl der 
Ausdruck "Kohlenhydrat " sofern er iro Rahmen der aligemeinen 
Ausf iihrungen in Alleinstellung verwendet wird, nicht nur ein 
"richtiges" Kohlenhydrat , sondern auch die oben naher 
5 erlauterten kohlenhydrathaltigen Strukturen etc. bezeichnet. 

Als Ldsungsmittel finden zweckinaBigerweise Wasser und Methanol 
sowie Gemische daraus Anwendung . 

Die reduktive Aminierung kann man unter Verwendung von 
Natriumborfaydrid und bevor2Ugt von Natriumcyanborhydrid durch- 
10 fiihren. 

In der zveiten Stufe des erf indungsgemafien Verfahrens wird das 
in der ersten Stufe erhaltene Kohlenhydrat-Kopplungsglied- 
Konjugat iiber die eingefiihrte Thiol-Gruppe , die eine freie 
Thioi-Gruppe (SH-Gruppe) oder eine aktivierte Thiolgruppe 

15 (wird weiter unten erlautert ) sein kann, mit einem koppiungs- 
fahigen Trager umgesetzt und dadurch daran gekoppelt, . Der 
Trager muB dabei in der Lage sein, mit der Thiol-Gruppe des 
Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugates eine Disulf idbriicke 
oder eine Thioetherbrucke auszubilden, so dafi eine kovalenie 

20 3indung gebildet wird. Dies wird in dem nachfolgenden Schema 
exemplarisch dargestellt : 
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jr.. 



k 4 V" = 




OH. 

Die Resie Ri - R4 im obigen Schema konnen beliebiger Natur unci 
fur Koklenhydrare iibliche Resie sein • 

25 Die Kopplung von Tragern iiber Thioi-Gruppen una auch die 

Modif izierung von Tragermolekiilen, so da£ sie mi" Thici-Grup- 
pen koppein konnen, isZ im iibrigen bekannr. Eine t)bersichz 
fiber derartige Kopplungsreaktionen finder sich beispielsweise 
in Methods in Enzymolpgy, Vol. 91 (Academic Press 1983), 

3C Seiten 580 bis 609. 

In dem oben gezeigten Schema entsiand durch die Eoppiung aus 
der. Thioi-Gruppe des Eohlenhydrat-Kopppiungslieds-Kon jugats 
und der Thiol-Gruppe des Tragers eine Disulf idbriicke . Es gibr 
nun zahireiche MoglichkeiXen, eine derartige Kopplung unter 
3 5 Ausbiidung einer Disulf idbriicke vorzunehmen. 

Sc ist es beispielsweise mdglich, Trager mix N-Succinimadyl-3- 
; 2-Pyridyldithio )propionat ( SPDP ) zu aktivieren. Die akri- 
viene Verbindung wird dann mit, einem erf indungsgemafi erhalt- 
lich, eine Thiol-Gruppe aufweisenden Kohienhydrat-Koppiungs- 
40 glied-Konjugar umgesetzt. Dies isz im nachstehenden Schema 
eriauiert : 
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Trager-N-C-CH2 -CH2 -S-S-^ N JJ 
H 

KH = Kohlenhydrat ( einheir ) 



KH-NH-CH2 -CH2 -SH 



Trager-N-C-CH2-CH2-S-S-CH2-CH2-NH-KH + 
H 




N 
H 



KH = Kohlenhydrat 

15 Die oben beschriebene Aktivierung eines Tragcrs mit SPDP ist 
im iibrigen in der in den nachstehenden Beispielen angefiihrten 
Literaturstelle von J . Carlsson (1978) naher erlautert. 

Auch ist es mdglich, die Thiol-Gruppe des Kohlenhydrat-Kopp- 
lungsglied-Konjugats mit 2-Dipyridyl-disulf id oder 4- 
20 Dipyridyl-disulf id zu aktivieren und dann mit einem eine 

Thiol-Gruppe tragenden Trager unzusetzen gemafi dem nachstehen- 
den Schema: 



25 



35 



40 



KH-N-CH2 -CH2 -SH + 
H 





N ^— S-S ^ N 




KH-NH-CHz -CHz -S-S-*^ „ ^ 

(1) 



H 



(I) + HS-Trager 



KH-NH-CH2 -CH2 -S-S-Trager + 



N 



Man kann auch einen Trager einsetzen, der eine Maleinimid- 
einheit enthalt bzw. in den eine derartige Einheit eingefiihrt 
worden ist. Bei der Umsetzung mit dem eine Thiol-Gruppe 
enthaltenden Kohlenhydrat-Kopplungsglied-Konjugat findet dabei 
folgende Reak-tion statt, die eine Art Michael-Addition 
darstellt : 
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5 KH-NH-CH2 -CH2 -SH + 



H 




C 

jj 

N-Trag 



er 



10 



KH-NH-CH2 -CH2 -S 



E 



H 

E. 




n 

O 



N-Trager 



In diesem Fall wirci somit eine Thioetherbriicke ausgebildet. 

15 Eine Thioetherbriicke bildet sich auch, wenn man das 

erf indungsgemafi erhaltliche Eohlenhydrat-Kopplungsglied-Konju 
gat mit einem Trager uasetzt, der durch die Thiol-Gruppe sub- 
stituiert wird* Das nachf olgende Schema zeigt diesen 
Reaktionstyp anhand eines eine Jodacetylgruppe tragenden 

20 Tragers: 



Auch die zweite Stufe des erf indungsgemaflen Verfahrens wird 
vorzugsweise in einem Losungsmittel , beispielsweise einer 
2 5 wafirigen Puf f erlosung , durchgef uhrt • 



Kohl enhydr ate derart 2U modif izieren , dafl sie eine zur Kopp- 
lung fahige Thiol-Gruppe aufweisen, und andererseits ein 
derart modif iziertes Kohlenhydrat an Trager zu koppeln. 

30 Bei den Tragern kann es sich beispielsweise um Proteine 

handeln. Diese Proteine mit einem darauf gekoppelten Kohlen- 
hydrat konnen fiir Immunisierungszwecke eingesetzt werden. 
Dabei werden Antikorper unter anderem gegen die Kohlenhydrate 
gebildet , die man gewiinschtenf alls isolieren kann. 



KH-NH-CH2 -CH2 -SH + I-CH2 -C( O )-Trager 



EH-NH-CH2 -CH2 -S-CH2 -C ( 0 ) -Trager + HI 



Das erf indungsgemaBe Verfahren ermoglicht es somit, einerseits 



35 Die entsprechenden Immunisierungsverf ahren und Verfahren zur 
Gewinnung und Isolierung von Antikorpern sind ublicher Natur. 
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Trager, auf die mit Hilfe des erf indungsgemafien Veriahrens ein 
Kohlenhydrat gekoppelt wurde , konnen auch fur die Af f initats- 
chromatographic eingesetzt werden, beispielsweise zur Isolie- 
rung und Reinigung von an Kohlenhydrate bindenden Proteinen. 

5 Eine andere Anwendungsmoglichkeit besteht darin, erfindungs- 
gemafl mit einem Kohlenhydrat gekoppelte , markierte Trager zur 
Lokalisierung von Kohlenhydrat-bindenden Molekiilen einzu- 
setzen. So kann man beispielsweise ein erf indungsgemafi erhalt- 
liches Konjugat mit einem Maleinimid-Biot in-Kon jugat koppeln 

10 und auf diese Weise kohlenhydratbindende Proteine mit Hilfe 
von Avidin-Enzym-Konjugaten detektieren. Diese Biotin-Kon ju- 
gate konnen ferner in der biochemischen Analytik (Lektin- 
Detektion) und in der Patho-biochemie ( Suche von Tumorzellen 
uber tumorspezif ische Lecthine ) Anwendung finden. Statt Biotin 

15 konnen auch andere Marker verwen-det werden . 

Erf indungsgemafi konnen somit Kohlenhydrate an die verschieden- 
sten Proteine und fiir die verschiedensten Zwecke gekoppelt 
werden . 

Mit dem erf indungsgemafien Verfahren konnen auch Kohlenhydrat- 
20 ketten in rekombinant hergestellte Protein-Molekiile eingefiihrt 
werden . 

Erf indungsgemafi ist es auch moglich, eine eine Thiol-Gruppe 
aufweisende und als Kopplungsglied dienende Verbindung in 
Ganglioside einzufuhren und diese so modif izierten Ganglioside 
25 an Tragerproteine gemafi dem erf indungsgemafien Verfahren zu 
koppeln . 

aeis-piele 

- - . «>.■... Be i spiel 1 

1 . Stuf e 

3 0 Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamin 
( beschrieben am Beispiel von Neuraminyl-Lactose ) . 

Man lost 2,38 mg Neuraminy 1-Lactose-Ammoniumsalz (3,66 jamol ) , 
64 mg Cysteamin-HCl (5 71 jimol ) una 9 mg NaCNBH3 (144 umol ) in 
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3 ml absoluiem Methanol und erhitzt am RiickfluB. Man halt den 
pH-Wert der Losung wahrend der Reaktion bei 4 bis 5, wobei man 
den pH-Wert erf orderlichenf alls mit 100%-iger Essigsaure 
(Kontrolle mit Indikatorpapier ) einstellt. Nach 1,5 h gibt man 
5 weitere 7 mg NaCNBH3 (112 jimol ) in 0,5 ml Methanol gelost su. 
Nach 4 h engt man den Ansatz im Rotationsverdamper im Vakuum 
zur Trockne ein. 

Das so erhaltene Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat reinigt 
man anschliefiend mittels Kieselgelchromatographie . Dazu 

10 suspendiert man Kieselgel 60 im Laufmittel 1 (Chloroform : 

Methanol : Wasser = 25:20:4 ml) und fiillt es in eine Glassaule 
mit Glasfritte (Durchmesser 0,8 cm) bis zu einer Gelhohe von 
ca . 18 cm. Den zur Trockne eingedampf ten Reaktionsansatz lost 
man in 0,2 ml Wasser und gibt ihn auf die Saule. Man eluiert 

15 die Saule mit Laufmittel 1 una sammelt Fraktionen zu 1 ml . Die 
erhaltenen Fraktionen untersucht man diinnschicht- 
chromatographisch (DC-System - DC-Platten: Kieselgel 60-HPTLC; 
Laufmittel: 32X-ige AmmoniaklSsung : Ethanoi = 40:60). Die DC- 
Detektion fiihrt man durch, indem man die DC-Platten nach der 

20 Chromatographic zunachst mit einem thiolspezif ischen Detek- 
tionsmittel besprtiht (8 mg Ellmans-Reagens/10 ml 0,1 mol/1 
Natriumphosphatpuf fer , pH 8), danach kurz erhitzt und 
anschlieBend mit Resorcinol-Losung bespriiht. 

Als erste Fraktion eluiert man Cysteamin, dann 
25 Natriumcyanborhydrid und schlieBlich nicht umgesetzte Neura- 
minyl-Lactose. Sobald man diese Komponenten diinnschicht- 
chromatographisch im Eluat nicht mehr nachweisen kann (nach 
einem Elutionsvo lumen von ca. 20 ml), stellt man auf Lauf- 
mittel 2 (32%-ige Ammoniaklosung : Methanol = 40:60) urn und 
30 eluiert die Saule damit. Unter diesen Elutionsbedingungen 

eluiert man reines Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Konjugat von 
der Saule. Man vereint die betreffenden Fraktionen und engt 
mit Hilfe eines Rotationsverdampf ers im Vakuum ein. Den Ruck- 
stand lost man zur Abtrennung storender lonen in 1 ml 0 , 1 
35 mol/1 Natriumphosphatpuf fer, pH 8, und versetzt mit etwas 

Dithiothreit (urn die Cysteaminkon jugate im reduzierten Zustand 
zu erhalten). Anschliefiend eluiert man mit Wasser iiber eine 
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Sephadex G-10 Saule (Durchmesser: 1 cm; Lange: IS cm). Die 
rraktionen untersucht man ebenfalls dunnschichtchro- 
matographisch (DC-System wie oben beschrieben) und vereint die 
entsprechenden Fraktionen und lyophilisiert . 

5 Zur Ausbeutebestimmung quantif iziert man das Lyophil isat , 
indem man mit Hilfe des Resorcinol-Tests die Anzahl von 
Sialinsaure und mit Hilfe von Ellmans-Reagens die Anzahl von 
Thiol-Gruppen bestimmt. Es ergibt sich ein Wert von 1,53 pmol 
fiir Sialinsaure und 1,45 jimol fur Thiol; Gesamtausbeute 40X 
10 bezogen auf Thiol. 

2. Stufe 

Kopplung des in der ersten Stufe erhaltenen Kohlenhydrat- 
Cysteamin-Konjugats an Trager (dargestellt am Beispiel von 
Neuraminyllactose-Cysteamin und bovinem Serumalbumin ) . 

15 Man setzt bovines Serumalbumin (BSA) mit SPDP (J. Carlsson et 
al. (1978) Biochem. J. 173 , 723 - 737; Protein Thiolation and 
Reversible Protein-Protein Conjugation, N-Succinimidyl 3- (2- 
Pyridyldithio ) propionate, a new heterobiof unctional reagent; 
SPDP) urn, so daC etwa 20 SPDP-Molekiile an 1 BSA-Molekiil gebun- 

20 den werden. 

Zur Kopplung des Kohlenhydrat-Cysteamin-Konjugats an BSA ver- 
fahrt man wie folgt: man lost 0,43 mg Neuraminyl-Lactose- 
Cysteamin-Konjugat und 1 mg BSA-SPDP in 0,7 ml Puffer (0,1 
mol/1 Phosphatpuf f er ; pH 7,5; enthalt 0,1 mol/1 NaCl ; molares 

25 Verhaltnis von Neuraminyl-Lactose-Cysteamin-Kon jugat zu BSA = 
40:1) und inkubiert 18 h bei 37* C. Danach gibt man den 
Reaktionsansatz auf eine Sephadex G-100 Saule (2 cm x 17 cm) 
und eluiert mit Wasser. Man s amine It Fraktionen von 1 ml. Die 
Elution verfolgt man dunnschichtchromatographisch und iiber die 

30 Extinktion bei 280 nm. Man eluiert das Kohlenhydrat-Cysteamin- 
BSA-Konjugat iro Ausschlufivolumen der Saule, gut abgetrennt vom 
restlichen nicht umgesetzten Kohlenhydrat-Cysteamin-Kon jugat , 
das man fiir eine weitere Kopplung je nach Bedarf verwenden 
kann . 
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Das Produkt wurde anschliefiend hinsichtlich des molaren 
Verbal tnisses von Sialinsaure zu Albumin mit Hilfe des Resor- 
cinol-Tests bzw. durch Messung der Absorption bei 280 nm 
i unter Beriicksichtigung von nicht umgesetzten SPDP-Gruppen i 
5 analysiert. Es ergab sich ein Wert von 16 Sialinsaure-Resten 
pro BSA-Molekiil sowie von 4 am BSA-Molekiil noch verbleibenden , 
nicht. umgesetzten SPDP-Gruppen. 

GemaB dem oben beschriebenen Beispiel ist es auch moglich, 

Lactose an den Trager zu koppeln. Dabei setzt man 10 mg 
10 Lactose (entspricht 27,8 uMol ) , 142 mg Cysteamin ( entspricht 

1270 jiMol), 10 mg NaCNBH3 (entspricht 160 uMol ) ein. Man 
-arbeitet dabei in 3 ml H2 0 bei pH ca. 5. Man erhitzt dabei 4 h 

bis ca. 80 "C am Ruckflufl, wobei man den pH-Wert bei 4 bis 5 
halt. Die Aufarbeitung erfolgt wie bei der in der zweiten 
15 Stufe im obigen Beispiel beschriebenen Aufarbeitung der Neura- 
minyllactose . Die Ausbeute betragt ca. 50 %. Die Kopplung an 
den Trager erfolgt dann wie oben fur Neuraminyl-Lactose 
beschrieben. 

Beispiel 2 

20 Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit Cysteamin erlau- 
tert am Beispiel von N-Acetyl-Neuraminyllactose : 

Man lost 2,4 mg N-Acetyl-Neuraminyllactose (3,7 uMol ) , 64 mg 
Cysteamin-HCl (571 uMol ) und 9 mg NaCNBHa (140 uMol ) in 3 ml 
absolutem Ethanol und erhitzt am Riickf luBkiihler auf 70* C. Der 

25 pH-Wert der Ldsung betragt etwa 5 (Kontrolle mit Indikator- 

papier). Nach 2,5 h engt man die Reaktionslosung im Rotations- 
verdampfer unter Vakuum ein und lost den Rucks tand in 2 ml 
Wasser. Man gibt etwas DTT zur Losung, urn die Sulf hydryl-Grup- 
pen in der reduzierten Form zu halten. Die Ldsung gibt man 

30 anschliefiend iiber eine mit 0,02 M Na2 CO3 , pH 11, aquilibrierte 
Sephadex G-10-Saule (2 cm x 20 cm), urn das tiberschiissige 
Cysteamin abzutrennen. Man sammelt Fraktionen von 2 ml, die 
einer Diinnschichtchromatographie im Lauf mittelsystem 1 
( CHCI3 : CH3 OH : H2 0 = 60:40:9 ml) unterworfen werden und mit 

3 5 Hilfe des Resorcinol-Spriihreagenz auf N-Acetyl-Neuraminyi- 

lactosyl-Cysteamin ( NLC ) gepriift wird. Unter diesen Bedingun- 
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gen 1st NLC ais lila Fleck am Starr sichtbar, wahrend die 
Ausgangsverbindung , d . h . N-Acetyl-Neuraminyllactose , etwa 
einen Rf-Wert von 0,5 besitzt. Man priift die Fraktionen 
anschliefiend mit Hilfe des Ninhydrin-Reagenz auf unreagiertes 
5 Cysteamin, das mit einem violetten Fleck bei einem Rf-Wert von 
0,1 sichtbar wird. 

Man vereint die NLC-haltigen Fraktionen, stellt den pH-Wert 
mit NaH2P04 auf ca. 7,5 ein und konzentriert in einem Rota- 
tionsverdampfer bei maximal 30* C auf etwa 4 ml. Die Gesamt- 
10 raenge an NLC bestimmt man mittels Ellmans Reagens (Ausbeute 
60%). Die LSsung kann in dieser Form zur Kupplung an einen 
geeigneten Trager verwendet werden, wie dies im Beispiel 1 
beschrieben ist. 

Beispiel 3 

15 Reduktive Aminierung von Kohlenhydraten mit einer Quelle fur 
Ammoniumionen und anschliefiende Amidierung mit N-succinimidyi 
3-( 2-pyridyldithio )propionat ( SPDP ) , erlautert am Beispiel von 
Monosialogangliotetraose, der Kohlenhydratstruktur von 
Gangliosid GM1 ( erhalten durch Ozonolyse von GM1 ; Schwarzmann 

20 et al. Methods of Enzymol . 1987, 138, S. 319 - 314). 

Man lost 1 mg Monosialogangliotetraose (1 ill ) > 56 mg Ammo- 
niumacetat { 727 ytmol) und 10 mg NaCNBH3 (156 umol ) in 3 ml 
absolutem Methanol und erhitzr am Ruckf lufikuhler auf 70* C. 
Der pH-Wert der Losung betragt etwa 5 (Kontrolle mit Indika- 
25 torpapier). Nach 2h stellt man die Reakt ionslosung mit einer 
0,1 ml NaOH-Losung auf einen pH-Wert von 11 ein, engt im 
Vakuum ein und lost den Ruckstand in 2 ml Wasser. Man gibx, die 
Losung anschliefiend fiber eine mit 0,02 M Na2 C03 , pH 11, aquli- 
brierte Sephadex G-10 Saule (2 cm x 20 cm) und sammelt Frak- 
30 tionen von 2 ml. Diese unterwirft man einer Diinnschicht- 

chromatographic im Lauf mittelsystem 1 (man vergleiche Beispiel 
2) und priift mit Hilfe des Resorcinol-Spriihreagenz auf I- 
Desoxy-l-amino-monosialogangliotetraose . Unter diesen Bedin- 
gungen ist das Reakt ionsprodukt als lila Fleck am Start sicht- 
35 bar, wahrend die Ausgangsverbindungen , Monosialoganglio- 
tetraose, etwa einen Rf-Wert von ca. 0,4 besitzen. Die Frak- 



WO 92/12995 



PCT/EP91/01916 



16 

lionen priift man anschiieBend mil Hilfe cies Ninhydrin-Reagenz 
auf noch vorhandenes Ammoniumacetat, cias mit einem violetten 
Fleck bei einem Rf-Wert von ca. 0,1 sichtbar wird. 

Man vereinr die i-Desoxy-l-amino-monosialogangliotetraose- 
5 haltigen Fraktionen, steilt mit NaH2 P04 auf einen pK-Wert von 
ca. 7,5 ein und konzentriert mittels eines Rotations- 
verdampfers bei maximal 30* C auf etwa 2 mi . 2u dieser Losung 
gibt man SPDP {in Ethanol gelost) im zweifach molaren Uber- 
schuB zu und iaflt das Reaktionsgemisch i h bei Raumtemperatur 
10 stehen. Dann versetzt man mit etwas DTT und unterzieht die 
Losung wiederum einer Gelf iltration an Sephadex G— 10 (siehe 
oben). Man sammelt Fraktionen von 2 ml und untersucht mittels 
Dunnschichtchromatographi im Laufmittelsysten 1 und Resorci- 
nol-Reagenz auf das Reaktionsprodukt , das einen Rf-Werz von 
15 ca. 0,2 besitzt. Man vereint die entsprechenden Fraktionen und 
engt mit Hilfe eines Ro tat ions verdampf ers bei maximal 30* C 
auf ein Volumen von ca. 2 ml ein. Die Losung kann in dieser 
Form zur Kopplung an einen geeigneten Trager verwendet werden. 

Beispiel 4 

20 Kopplung von Kohlehydrat-Cysteamin-Konjugaten an Proteine, 
erlautert am Beispiel von Neuraminyllactose-Cysteamin und 
B o v i nem S e r umal bum i nr 

Bovinus Serumalbumin { BSA ) wurde auf per se bekannte Weise mit 
SPDP versetzt, so daB etwa 12 Pyridyldisulf idgruppen an 1 BSA- 

25 Molekiil gebunden wurden. Die Kopplung des Kohlehydrat- 

Cysteamin-Konjugats erfolgt in einem 0,1 molaren Phosphat- 
puffer, pH 7,5 + 0,1 NaCl , im molaren Verhaltnis von 1,25 : 1 
(Neuraminyllactose-Cysteamin : Pyridyldisulf idgruppen ) . Die 
Menge der bei der Reaktion f reigesetzten Pyridylrhionmolekiile 

3 0 ist Equivalent der Menge an gekoppeltem Kohlenhydrat- 

Cysteamin-Konjugat , so daB der Reaktionsverlauf durch Beobach- 
tung des Absorptionsverlaufes bei 343 nm mitverfolgt werden 
kann (erfolgt in Aliquoten). Nach etwa 4 h enxspricht die 
Absorption bei 343 nm der Gesamtmenge an theoretisch freisetz- 

35 baren Pyridylthionmolekiilen (e = 8,08 x 10* M~ 1 x cm- 1 ) • Der 
Reakzionsansatz wird liber eine Sephadex G-75 Saule (1 cm x 20 
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cm, im Reaktionspuf f er aquil ibriert ) in Neoglycoprotein und 
niedernolekulare Bestandteile aufgetrennt. Man vereinigt die 
proteinhaltigen Fraktionen und analysiert das erhaltene 
Neoglycoprotein. Bei der Quant if izierung von Neuraminsaure 
5 tmittels Resorcinoassay ) und Protein (mittels Pierce BCA- 
Assay) ergibt sich ein Wert von 12 Neuraminsauren je BSA- 
Molekiil. Somit sind alle vorhandenen Pyridyldisulf id-gruppen 
umgesetzt. Die hier beschriebene Kopplung ist anhand des nach- 
stehend gezeigten Reaktionsschemas naher erlautert. 
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PATENT ANSPRUCHE 



1 . Verfahren sum Koppeln von Kohienhydraten orier von Verbin- 
dungen, die eine Kohlenhydrateinheit enthalten, an 
Trager.- insbesondere Proteine, 
dadurch gekennzeichnet, 

1 C da£ man 

ein Kohlenhydrat, das iiber eine freie oder halbace talisch 
gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine Verbindung, 
deren Kohlenhydrateinheit eine derartige Aldehydgruppe 
besitzt, einsetzt, 

15 a) in einer ersten Stufe diese Aldehydgruppe reduktiv 

aminiert und das Kohlenhydrat oder die Kohlenhydratein- 
heit iiber die dabei eingefiihrte Aminogruppe an ein eine 
Thiol-Gruppe tragendes, organisches Kopplungsglied bin- 
det , wobei ein Kohlenhydrat-Xopplungsglied-Konjugat 

20 gebildet wird, und 

b) in einer zweiten Stufe dieses so gebildete Konjugat 
mit einem kopplungsf ahigen Trager cierart zur Reaktion 
bringt, da0 das Konjugat iiber seine Thiol-Gruppe unter 
Ausbildung einer Disulf idbriicke oder einer Thioether- 

15 briicke kovalent an den Trager gebunden wire. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichne t . 

daB man in der ersten Stuf e a J die Aldehydgruppe 

al : mil einer Queile fur Ammoniumionen in die 
5 -CH2 -NTH 2 -Gruppe 

iiberf iihrt una dann die erhaitene -CH2 -NH2 -Gruppe zu einer 
eine Thiol-Gruppe tragenden Gruppe der foigenden rormei : 

- CE2 - NH - C<0) - CH2 - Alki -Ph.- Aik2 - SH 
worin 

12 Alki una Alk2 unabhangig voneinander fur eine direkre 

Bindung oder fur eine gerade oder verzweigte Alkylen- 
Gruppe mit 1 bis 20 C-Atomen. insbeondere 1 bis 6 
C-Atomen , siehen t wobei die Suxame der C-Aiome in den 
Alkylen-Grupppe < 20 ist und die Alkylen-Gruppen 

15 unabhangig voneinander durch Halogen una -NO2 mono- oder 

?oiysubstituiert sein konnen, 

Ph fur eine direkte Bindung oder ein Phenyl en-Gruppe 
steht, wobei die Pfaenylen-Gruppe durch Halogen, -NO2 oder 
eine Ci -C& Alkyi -Gruppe mono- oder polysubstituiert sein 
20 kann, amidiert oder 

a2 ) mit einer Verbindung der allgemeinen Forme! I: 

H2 N - B - SH {15 
worin 3 eine divaiente organische Molkxileinheit bedeutet, 
die ais Spacereinheix dient. oder einem Dimeren dieser 
23 Verbindung, umseizt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Verbindung der allgemeinen Forme! I ein- 
setzz, worin 3 eine gerade oder verzweigte Alkyi en-Gruppe 
2C mit 1 bis 20 C-Atomen bedeutet oder fur folgende alige- 

meine Forroel steht: 

- Alk3 - X - Alk4 - 

I c worin 

X fur eine Phenyien-Gruppe, -N"H-NH- , -S-S-, -CI01-O-, 
-C(0)-N-, -S(O)-. -S(0)2-, -C ( OH , H)- . oder -C( NH2 . K i - 
steht. 



. 0- 

WO 92/12995 



PCT/EP91/01916 



Alk3 una Alk4 unabhangig voneinancier fur eine geracie ocier 
verzweigte Alkylen-Gruppe mit 1 bis 20 C-Atomen, insbe- 
sondere 1 bis 6 C-Atomen, stehen, wobei die Summe der 
C-Atome m den Alkylen-Gruppen < 20 isi f una 
▼ - Alk3 una Alk< unabhangig voneinancier auch fur eine 

direkte Bindung stehen konnen, falls X fur eine Phenylen- 
Gruppe stent. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
±* aafi man als Verbindung der allgemeinen Formel I 

Cysteamin* insbesondere in Form seines Hyrirochlorids , 
einsetzt. 

c. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
' -5 dafi man als Quelle fur Ammoniumionen ein Ammoniumsalz 

oder Ammoniak einsetzt und da£ man die Amidierung mit 
Hilfe von N-Succinimidyl-3- ( 2-pyridyldi thio Ipropionat 
( SPDP ) durchfiihrt und so die Carbonylgruppe in eine 
-CH2-NH-C(0)-(CH2 )2-SH-Gruppe uberfuhrt. 

20 6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die reduktive Aminierung in Stufe a) in Gegenvart 
von Natriumcyanborhydrid ( NaCNBH3 ) durchfiihrt. 

Verfahren nach emem der Anspriiche 1 bis 5, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi man in der Stufe b) einen Trager einsetzt, der 

i ) mindestens eine Thiol- oder Disulf id-Gruppe tragi oder 
in den mindestens eine derartige Gruppe zuvor eingefiihrt 
worden ist, so daB die Thiol-Gruppe des Konjugats zusam- 

30 men mit der Thiol- oder Disul f id-Gruppe des Tragers eine 

Disulf idbriicke bildet , 

ii) eine Maleinimideinhei t enthalt und mit. der Thiol- 
Gruppe des Konjugats in einer Art Micnaeladdi tion eine 
Thioetherbrucke bildete, oder 
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iii) eine funktionelle Gruppe , insbesonriere eine lodace- 
:yigruppe, tragt, die durch die Thiolgruppe aes Konjugats 
unter Bildung einer Thioethergruppe substituiert vird, 
wociurch das Konjugat kovalent an den Trager gekoppeit 
vird. 

Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man in Schritt i ) entveder den Trager mil N'-Succin- 
imidyl-3-{ 2-pyridyldithio Jpropionat ( SPDP ) aktiviert una 
dann mit dem eine Thiol-Gruppe tragenden Konjugat umsetzt 
oder 

daB man das eine Thiol-Gruppe tragende Konjugat mit 2- 
{ oder 4- )Dipyridyl-disulf id aktiviert und dann mit aem 
eine Thiol-Gruppe tragenden Trager umsetzt. 

Verfahren zum Einfuhren eines eine Thiol-Gruppe tragenden 
Kopplungsgliedes in Kohlenhydrate oder in eine Kohien- 
hydrateinheit enthaltende Verbindungen unter Bildung 
eines Kohlenhydrat-Koppungs.glied-Konjugates 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man ein Kohlenhydrat , das iiber eine freie oder halb- 
acetalisch gebundene Aldehydgruppe verfiigt, oder eine 
Verbindung, deren Kohlenhydrate inheit eine derartige 
Aldehydgruppe besitzt, einsetzt und diese Aldehydgruppe 
gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6 reduktiv aminiert und 
das Kohlenhydrat oder die Kohlenhydrateinheit iiber die 
dabei eingefiihrte Aminogruppe an ein eine Thiol-Gruppe 
tragendes, organisches Kopplungsglied bindet. 
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